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Abstract (Basic): DE 3723781 A
A pharmaceutical contains stabilised G-CSF (granulocytes colony
stimulating factor) as active ingredient and at least one surfactant,
saccharide, protein or a high mol. wt. cpd. Pref. the amt. of
surfactant or saccharide is 1-10000 pts. wt. Pref. pt. wt. G-CSF. Pref.
the surfactant is non-ionic (esp. a sorbitan ester glycerine ester,
poly-glycerine ester, polyoxyethylene sorbital ester,
polyoxyethylene-glycerine ester or polyethylene glycol ester of an
aliphatic acid, polyoxyethylene polyoxypropylene alkyl ether, a
hardened polyoxyethylated castor oil, a polyoxyethylated bees wax
deriv. a polyoxyethylene lanoline deriv. or an aliphatic
polyoxyethylene acid aride), anionic (esp. an alkylsulphate or
alkylsulpho succinyl ester salt) or natural (esp. lecithin,
sphingophospholipid or an ester of an aliphatic acid with sucrose.
USE/ADVANTAGE - G-CSF can be used to treat various infectious
diseases, but is unstable and highly sensitive to changes in the
environment e.g. temp., humidity, oxygen or UV light. The invention
stabilises the G-CSF and protects it completely against loss of
activity.
Abstract (Equivalent): GB 2193631 B

Derwent Class:
International Patent Class

International Patent Class

A stable granulocyte colony stimulating factor containing
pharmaceutical preparation that contains, in addition to the
granulocyte colony stimulating factor present as the effective
ingredient, at least one substance selected from pharmaceutically
acceptable surfactants, saccharides, proteins-and other high-molecular
weight compounds such as natural polymers or synthetic polymers;
wherein the granulocyte colony stimulating factor has the following
physicochemical properties: (i) molecular weight: about 19,000 +/-
1,000 as measured by electrophoresis through a sodium
dodecylsulfate-polyacrylamide gel; (ii) isoelectric point: having at
least one of the three iscelectric points, pI = 5.5 +/- 0.1, pI = 5.8
+/- 0.1, and pI = 6.1 +/- 0.1; (iii) ultraviolet absorption: having a
maximum absorption at 280 nm and a minimum absorption at 250 nm; (iv)
amino acid sequence of the 21 residues from N terminus:
H2N-Thr-Pro-Leu-Gly -Pro-Ala-Ser-Ser -Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu
-Leu-Lys-Cys-Leu- Glu-Gln-Val-.
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@& Arzneimittel enthaltend stabilisierten G-CSF (Granulocyten-Koloniestimulierender -Faktor) und Verfahren zu
seiner Herstellung
Es wird ein Arzneimittel beschrieben, das stabilisiertes G-
CSF enthalt. Zusatalich zum G-CSF als aktiven Wirkstoff ent-
halt das Arzneimittel mindestens ein pharmazeutisch ver-
tragliches grenzflichenaktives Mittel, Saccharin, Protein
oder eine pharmazeutisch veriragliche hochmolekulare
Verbindung.
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Patentanspriiche

1. Arzneimitte} enthaltend stabilisierten G-CSF (Granulocyten-Koloniestimulierender Faktor) und zusatz-
lich zu G-CSF als Wirkstoff noch mindestens ein pharmazeutisch vertrigliches grenzflachenaktives Mittel,
Sacharid, Protein oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare Verbindung.

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge des grenzflichenaktiven Mittels
1 bis 10 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil G-CSF betragL :

3. Arzneimittel nach einem der Anspriiche, 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das grenzflichenaktive-
Mittel ein nichi-ionisches, ein anionisches oder ein natarliches grenzflichenaktives Mittel ist, wobei das
nicht-ionische grenzflichenaktive Mittel ein Sorbitanester einer aliphatischen Saure, ein Glycerinester’
einer aliphatischen Séure, ein Polyglycerinester einer aliphatischen Saure, ein Polyoxyathylensorbitanester
einer aliphatischen Saure, ein Polyoxyithylensorbitester einer aliphatischen Saure, ein Polyoxylthylengly-
cerinester einer aliphatischen Siure, ein Ester ciner aliphatischen Siure mit Polyithylenglykol, ein Polyoxy-
ithylenalkylither, ein Polyoxyéthylenpolyoxypropylenalkylﬁther, ein Polyoxyalkylenalkylphenylather, ein
gehirtetes Polyoxyithyliertes Ricinusdl, cin polyoxyathyliertes Bienenwachsderivat, ein Polyoxyéthylen-
Lanolinderivat oder ein aliphatisches Polyoxyathylensaureamid ist; das anionische grenzflichenaktive Mit-
1el ein Alkylsulfat-, ein. Polyoxyathylenalkylathersulfat- oder ein Alkylsulfosuccinylestersalz ist; und das
natiirliche grenzflichenaktive Mittel Lecithin, Glycerinphospholipid, Sphingophospholipid oder ein Ester
einer aliphatischen Saure mit Saccharose ist .

4. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichne, daB die Saccharidmenge 1 bis 10 000 Gewichts-

- teile pro.Gewichisteil G-CSF betrigt. - .

5. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Saccharid Glycerin,
Erythrit, Arabit, Xylit, Sorbit, Mannit, Glucuronsiure, Induronsiure, Galacturonséure, Neuraminsaure,
Glykonsiure, Mannuronsiure, Ketoglykolsiure, Ketogalactonsaure, Ketogulonsiure, Hyaluronsiure oder
cines ihrer Salze, Chondroitinsulfat oder cines seiner Salze, Heparin, inulin, Chitin oder ‘eines seiner
Derivate, Chitosan oder eines seiner Derivate, Dextrin, Dextran mit einem durchschnittlichen Molekularge-
wicht von 5000 bis 150 000; oder Alginsiurc oder eines ihrer Salze ist

6. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzcichnet, daB die Proteinmenge 1 bis 20 000 Gewichtsteile
pro Gewichtsteil G-CSF betragt. :

7. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein menschliches
Serumalbumin, menschliches Serumglobulin, Geiatine, Sdure- oder Alkali-behandelte Gelatine ‘mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000 oder Koflagen ist. :

8. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gckennzeichnet, daB die Menge der hochmolekularen Verbindung
1 bis 20 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil G-CSF betragt. ) »

9. Arzneimittel nach cinem der Anspriiche 1 oder 8, dadurch gekennzeichnet, daB die hochmolekulare
Verbindung Hydroxypropyicellulose, Hydroxymethylcellulose, Natriumcarboxymethylcellulose, Hydroxy-
ithylcellulose, Polyathylenglykol mit einem Molekulargewicht von 300 bis 6000, Polyvinylalkohol mit einem
Molekulargewicht von 20 000 bis 100 000 oder Polyvinylpyrrolidon mit einem Molekulargewicht von 20 000
bis 100 000 ist. . L
10. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB zusitzlich eine Aminoséu-
re, ein schwefliges Reduktionsmittel oder €in Antioxidationsmittel enthalten ist. ’

11. Arzneimittel nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge der Aminosiure, des schwefli-
gen Reduktionsmittels und/oder des Antioxidationsmittels 1 bis 10 000 Gewichtsteile pro Gewichtsteil
G-CSF betrigt. :

-12. Verfahren zur Herstellung eines enthaltenden stabilisierten G-CSF Arzneimittels, dadurch gekennzeich-
net, daB man den Wirkstoff G-CSF mit cinem pharmazeutisch vertraglichen grenzflichenaktiven Mittel,
einem Saccharid, einem Protein und/oder mit einer pharmazeutisch vertraglichen hochmolekularen Verbin-
dung, gegebenenfalls mit einer Aminoséurc, einem schwefligen Reduktionsmittel und/oder einem Antioxi-
dationsmittel, und gegebenenfalls mit Hilfs- und Zusatzstoffen versetzt .

13. Verwendung mindestens einer der Verbindungen nach einem der Anspriiche 3, 5, 7 oder 9 in-einer
Menge nach einem der Anspriiche 2,4, 6 oder 8 zur Stabilisierung von G-CSF in einem Arzneimittel.

Beschreibung

_ Die Erfindung betrifft ein G-CSF (Granulocyten-Kolonie stimulierender-Faktor) enthaltendes Arzneimittel.
Insbesondere betrifft die Erfindung ein stabilisiertes Arzneimittel, in dem der Wirkstoff G-CSF gegen Aktivitéts-
verluste oder Inaktivierung durch Adsorption an die Wandung des das Arzneimittel enthaltenden GefaBes oder
durch Bildung von Verbindungen, Polymerisierung oder Oxidation des Wirkstoffes geschitzt ist.

Eine Reihe von Infektionskrankheiten wird durch-Chemotherapie behandelt. Neuerdings wurde jedoch her-
ausgefunden, daB die Chemotherapie ernsthafte klinische Probleme hervorruft, beispieisweise fihrt sie zur
Bildung. arzneimittelresistenter Organismen, zur Verénderung der verursachenden Organismen und sie ruft
starke Nebenwirkungen hervor. Um diese mit der Chemotherapie, bei der therapeutisch aktive Stoffe, wie
Antibiotika und Bakterizide verwendet werden, verbundenen Probleme zu vermeiden, wurde versucht, einen die

prophylaktischen Fihigkeiten des Wirtes ecines infektiosen Organismus-aktivierenden Stoff zu verwenden.:

Dadurch sollten die vorsichend genannten Probleme der Chemotherapic vollstindig bescitigt werden. Eine der

* verschiedenen prophylaktischen Fahigkeiten des Wirtes ist die phagozytische, bakterizide Wirkung seiner

Leukozyten. Es wird angenommen, daB dicsc den Beginn einer baktericlen Infektion am stirksten beeinfluft
Deshalb hilt man es fiir wichtig, die vor cincr Infektion schitzenden Fahigkeiten des Wirtes durch Unterstit-
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zung des Wachstums neutrophiler Zellen und ihrer Dilferenzierung zu reifen Zellen zu erhéhen. G-CSF ist ein
dabei sehr gut verwendbarer Stoff, der die genannten Aktivititen aufweist. G-CSF und ein den Faktor enthalten-
des Arzneimittel zur Vorbeugung gegen Infektionskrankheiten ist in der EP-A-215 126 beschrieben.

Es sind also mit der derzeit praktizierten Chemotherapie verschiedenartige unvermeidliche Schwierigkeiten
verbunden, und es wurden intensive Anstrengungen unternommen, einen Arzneistoff zu verwenden, der die
prophylaktischen Funktionen des Wirtes oder der infizierten Person aktivieren kann.

Bekanntlich kann G-CSF die prophylaktischen Funktionen des Wirtes aktivieren. AuBerdem zeigt G-CSF
noch groBere therapeutische Wirkungen bei der klinischen Anwendung wenn es in Kombination mit einem Stoff
verwendet wird, der selbst die prophylaktischen Fahigkeiten des Wirtes aktiviert.

G-CSF wird in sehr kleinen Mengen verwendet Ublicherweise wird ein Arzneimittel in einer Dosierung von 1
bis 7 mal pro Woche und Erwachsenem verabfolgt, das 0,1 bis 500 pg (vorzugsweise 5 bis 50 ug) G-CSF enthiilt.
G-CSF hat jedoch die Tendenz, von der Wandung scines Behiltnisses, beispiclsweise einer Injektionsampulie

oder einer Spritze, adsorbiert zu werden. Deshalb wird der Wirkstoff von der Wandung seines Behiltnisses,-

beispielsweise einer Ampulle oder einer Spritze, adsorbiert, wenn er zur Injektion, beispielsweise als wiBrige
Lasung, verwendet wird. G-CSF enUaltet daher entweder nicht scine vollstindige pharmazeutische Aktivitat
oder es ist erforderlich, G-CSF im UberschuB zu verwenden, so daB cin Teil durch Adsorption verloren gehen
kann. .

Ferner ist G-CSF labil und hochempfindlich gegeniiber Umweiteinflassen, wic Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
Sauerstoff und ultravioletter Strahlung. Bei der Einwirkung solcher Faktoren erfolgen physikalische oder
chemische Verénderungen von G-CSF, beispielsweise geht es Verbindungen ein, polymerisiert oder oxidiert, so
daB es einen starken Aktivitiétsverlust erleidet. Aufgrund desscn ist cs schwierig, die genaue und vollstindige
Durchfiihrung einer Therapie durch Verabfolgung sehr kleiner G-CSF-Mengen sicherzustelien.

Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Arzneimitiel bereitzustellen, das stabilisiertes G-CSF
enthilt, in dem der Wirkstoff G-CSF vollstindig gegen Aktivititsverluste geschiitzt ist.

ErfindungsgemiB wird diese Aufgabe dadurch gelost,daB man dem Arzneimittel ein pharmazeutisch vertrig-
liches grenzfldchenaktives Mittel, Saccharid, Protein oder einc pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare
Verbindung zusetzt. .

Gegenstand der Erfindung ist somit ein dieses stabilisierte G-CSF enthaltendes Arzneimittel, das sowohl
G-CSF als auch mindestens ein pharmazeutisch vertrigliches grenzflichenaktives Mittel, Saccharid, Protein
oder eine pharmazeutisch vertragliche hochmolekulare Verbindung enthilt. Gegebenenfalls enthilt das erfin-
-dungsgemiBe Arzneimittel auBerdem Hilfs- und Zusatzstoffe. '

Das in den erfindungsgemiBen Arzneimitteln enthaltcne G-CSF ist in an sich bekannter Weise oder wie in

'EP-A-169 566 und EP-A-215 126 beschrieben, erhiltlich. Beispiciswcise 12Bt sich menschliches G-CSF entweder

durch Ziichtung eines Zellstammes, wie dem bei der CNCM unter der Hinterlegungs-Nummer 1-315 oder 1-483
hinterlegten Zellstamm herstellen, der aus Tumorzellen von Patienten mit Mundhohlenkrebs gewonnen wurde,
oder durch Expressipn einer rekombinanten DNA, die mit Hille cines menschliches G-CSF codierenden Gens
konstruiert wurde, in einer geeigneten Wirtszelle, beispicisweise E. coli, C 127 oder Eierstockzellen eines
chinesischen Hamsters. : ' .

Im erfindungsgemaBen Arzneimittel 1Bt sich jedes belicbige hochreine menschliche G-CSF verwenden.
Bevorzugte menschliche G-CSF’s werden durch aus dem Ubersiand einer menschliches G-CSF herstellenden
Zellkultur isoliert oder sind Polypeptide oder Glykoprolcine mit der biologischen Aktivitat von menschlichem
G-CSF, die durch Transformation eines Wirtes mit eincm rckombinanten Vektor erhalten wurden, in den ein for
ein Polypeptid mitder biologischen Aktivitit von menschlichem G-CSF codierendes Gen eingebaut wurde.

Nachstehend werden zwei besonders bevorzugte Beispicle von menschlichem G-CSF aufgefiihrt,

Das erste menschliche G-CSF hat die folgenden physikalisch chemischen Eigenschaften:

1. Molekular_gewicht: Etwa 19 000 + 1000 bestimmt durch Elcktrophorese durch ein Natriumdodecylsuifat-
Polyacrylamidsgel.

2. Isoelektrischer Punkt: Mindestens einer der drei isoelektrischen Punkie p/ = 55 % 0,1,p/ = 58 + 0,1 und

pl= 6,1 i‘o.l.

3. Absorption von ultraviolettem Licht: Ein Absorptionsmaximum liegt bei 280 nm und ein Absorptionsmi-
nimum bei 250 nm.

4. Die Aminosauresequenz der 21 N-terminalen Aminosiuren ist H2N-Thr-Pro-Leu-Gly-Pro-Ala-Ser-Ser-
Leu-Pro-Gln-Ser-Phe-Leu-Leu-Lys-Cys-Leu-Glu-Gln-Val- ’

Das zweite besondgrs bevorzugte menschliche G-CSF enthiiit entweder cin Polypeptid mit der biologischen
Akt_wnﬁt des menschlichen _Granulozy!en-stlmuliercndcn Fakitors, das mindesicns einen Teil der nachstehenden
Aminosauresequenz aufweist, oder ein Glykoprotein, das auBer diesem Polypeptid noch eine Zuckerkette
aufweist: )
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(Met), Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro
Gin Ser Phe Leu leu Lys Cys Leu Glu Gin Val
Arg Lys lle Gln Gly = Asp Gly Ala Ala Leu Gin
Glu- Lys Leu (Val Scr Glu)s, - Cys Ala Thr Tyr Lys
Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly
His Ser Leu Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser
Ser Cys Pro Ser - Gn Ala leu. Gh Leu Ala Gly
Cys Lev:  Ser Gln leu His Ser Gly Leu Phe Leu
Tyr Gin Gly Leu Leu Gin Ala Leu Glu Gly lle
Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr ‘Leu
Gln Lev Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr Ile
Trp Gln Gin Met Glu Glu Leu Gly ‘Met Ala Pro
Ala  Leu Gln Pro Thr Gln Gly Ala Met-  Pro Ala
Phe Ala Ser Ala Phe Gln Arg Arg Ala Gly Gly
Val Leu Val = Ala Ser His Leu Gin Ser Phe Leu
Glu Val Ser’ Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala

Gin Pro

(mit der MaBgabe, daB m den Wert 0 oder 1 hat; und daB nden Wert 0 oder 1 hat).
Einzelheiten des Herstellungsverfahrens dicser beiden G-CSF-Formen lassen sich belsplelswelse aus EP-

A-169 566 und EP-A-215 126 entnehmen. ]
In einem anderen Herstellungsverfahren wird einc -G-CSF-herstellende Zelle mit einer proliferierenden

. malignen Tumorzelle fusioniert und das dadurch erhaitene Hybridom gegebenenfalls in Gegenwart eines
. Mitogens geziichtet

Die erhaltene, das menschliche G-CSF enthaltende Losung kann nach der Relnlgung und Konzentration in
gefrorenem Zustand gelagert werden. Andererseits 138t sich die Losung auch -nach einer Dehydratisierung,
beispielsweise durch Gefriertrocknung, lagern.

Jedes der so gewonnenen menschlichen G-CSF's 13B1 sich wie in der vorliegenden Erfindung beschrieben, zu
Arzneimittein weiter verarbeiten, die das G-CSF in stabilisicrter Form enthalten.

Spezielle Beispiele fiir grenzflachenaktive Mittel, dié sich zur Herstellung des erfindungsgemiBen, stabilisier-
tes G-CSF enthaltenden Arzneimittels eignen, sind nicht-ionische grenzflachenaktive Mittel mit einem HLB-
Wert von 6 bis 18, wie Sorbitanester von aliphatischen Siuren (z. B. Sorbitanmonocaprylat, Sorbitanmonolaurat
oder Sorbitanmonopalmitat), aliphatische Glycerinester aliphatischer Siuren (z. B. Glycerinmonocaptylat, Gly-

cerinmonomyristat oder Glycerinmonostearat), Polyglycerinester aliphatischer Siuren (z. B. Decaglycerylmono--

stearat, Decaglyceryldistearat oder Decaglycerylmonolinoleat), Polyoxyithylensorbitanester aliphatischer S&u-
ren (z. B. Polyoxyithylensorbitanmonolaurat, Polyoxyithylensorbitanmonooleat, Polyoxyithylensorbitanmono-
stearat, Polyoxydthylensorbitanmonoplamitat, Polyoxyithylensorbitantrioleat oder Polyoxyathylensorbitantri-
stearat), Polyoxyithylensorbitester aliphatischer Siuren (z B. Polyoxyithylensorbittetrastearat oder Polyoxy-
dthylensorbittetraoleat), Polyithylenglycerinester aliphatischer Siuren (z B. Polyoxyéthylenglycerylmonostea-
rat), Ester aliphatischer Siuren mit Polyéthylenglykol (z. B. Polyithylenglykoldistearat), Polyoxyathylenalkylat-
her (z. B. Polyoxyiithylenlauryldther), Polyoxyiithylenpolyoxypropylenalkylither (z. B. Polyoxyithylenpolyox-
ypropylenglykoldther, Polyoxyathylenpolyoxypropylenpropylither oder Polyoxyithylenpolyoxypropylencety-

- lather), Polyoxyithylenalkylphenylither (z B. Polyoxyithylennonylphenylither), polyoxyithyliertes Ricinusél,

gehiirtetes polyoxyathyliertes Ricinusdl (polyoxyithyliertes hydriertes Ricinusél), polyoxyithylierte Bienen-
wachsderivate (z. B. polyoxyéthyliertes Sorbitbiencnwachs), Polyoxyithylen-Lanolinderivate (z. B. Polyoxyithy-
lenlanolin) oder aliphatische Polyoxyathylensaureamide (z B. Polyithylenstearinsiureamid); anionische grenz-
flichenaktive Mittel, wie Alkylsulfate mit einer Cyo—Cjs- Alkylgruppe (z B. Natriumcetylsulfat, Natriumlauryl-
sulfat oder Natriumoleylsulfat), Polyoxyithylenalkylithersulfate, in denen die durchschnittliche Molzahl der
Athylenoxidaddition 2 bis 4 betrigt und die Alkylgruppe 10 bis 18 Kohlenstoffatome aufweist (z. B. Polyoxyithy-
len-Natriumlaurylsuifat), Salze von Alkylsulfosuccinatestern, in denen die Alkylgruppe 8 bis 18 Kohlenstoffato-
me aufweist (z B. Natriumlaurylsulfosuccinatester); und natiirliche grenzflichenaktive Mittel wie Lecithin,
Glycerophospholipid, Sphingophospholipid (z. B. Sphingomyelin) oder die Ester aliphatischer Siuren mit Sac-

charose, in denen die aliphatische Sdure 12— 18 Kohlenstoffatome aufweist. ErfindungsgemB lassen sich diese
-grenzflichenaktiven Mittel entweder einzeln oder im Gemisch verwenden. )
Die vorstehend aufgefiihrten grenzflichenaktiven Mittel werden vorzugswelse in ‘einer Menge von 1 bis

10 000 Gewichtsanteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendet.

Die zur Herstellung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels verwendeten Saccharide sind Mono-
saccharide, Oligosaccharide oder Polysaccharide sowie Phosphatester oder deren Nucleotidderivate, sofern sie
pharmazeutisch vertriglich sind. Typische Beispiele sind trivalente und héhere Zuckeralkohole, wie Glycerin,
Erythrit, Arabit, Xylit, Sorbit oder Mannit, Zuckersiuren, wie Glucuronséure, Iduronsiure, Neuraminsiure,
Galacturonséure, Gluconsdure, Mannuronsaure, Keloglykolsaure. Ketogalactonséure oder Ketogulonsaure
Hyaluronséure oder ihre Salze, Chondroitinsulfat oder seine Salze, Heparin, Inulin, Chitin oder eines seiner
Derivate; Chitosan oder scine Derivate, Dextrin, Dextran mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 5
bis 150 000, oder Algininsiurc oder ihre Salze. FrfindungsgemaB lassen sich diese Saccharide entweder einzeln
oder im Gemisch verwenden.

Die vorstehend aufgelihricn Saccharide werden vorzugsweisc in cincr Menge von | bis 10 000 Gewichts-
teilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendel.

Typische Beispiele fir Protcine, die sich zur Herstellung des stabilisicries G-CSF enthaltenden Arzneimittels
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eignen, sind menschliches Serumalbumin, menschliches Serumglobulin, Gelatine, sdurcbehandelte Gelatine (mit
einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000), alkalibehandelte Gelutine (mit einem durch-
schnittlichen Molekulargewicht von 7000 bis 100 000) odcr Kollagen. Erfindungsgemd0 lassen sich diese Prote-
ine entweder einzeln oder im Gemisch verwenden.

Die vorstehend aufgefihrten Proteine werden vorzugsweisc in ciner Menge von | bis 20 000 Gewichisteilen
pro Gewichtsteil G-CSF verwendet. ,

Typische Beispiele fiir hochmolekulare Verbindungen, die sich zur Herstellung des stabilisiertes G-CSF
enthaltenden Arzneimittels eignen, sind natiirliche Polymere, wie Hydroxypropylcellulose, Hydroxymethylcellu-
lose, Natriumcarboxymethylcéllulose oder Hydroxyithylcellulose; oder synthetische Polymere, wie Poly#thylen-
glykol (MW = 300 — 6000), Polyvinylalkohol (MW = 20000 — 100 000) oder Polyvinylpyrrolidon (MW =
20 000 — 100 000). Auch diese hochmolekularen Verbindungen lassen sich erfindungsgemiB entweder einzeln
oder in Kombination verwenden.

Vorzugsweise werden die vorstehend aufgefihrien hochmolekularen Verbindungen in einer Menge von 1 bis
20 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF verwendcL

Zusdizlich zum vorstehend beschriebenen grenzflachenaktiven Mittel, Saccarid, Protein oder der hochmole-
kularen Verbindung kann dem stabilisiertes G-CSF enthalicnden Arzneimittel auch eine Aminosiure, ein
schwefliges Reduktionsmittel und/oder ein Antioxidationsmittel zugesetzt werden. Beispiele der erfindungsge-
maB verwendbaren Aminosiuren sind Glycin, Threonin, Tryptophan, Lysin, Hydroxylysin, Histidin, Arginin,
Cystein, Cystin und Methionin. Beispiele der erfindungsgemaB verwendbaren schwefeligen Reduktionsmittel
sind N-Acetylcystein, N-Acetylhomocystein, Thioctinsaure, Thiodiglykol, Thiosthanolamin, Thioglycerin, Thio-
sorbit, Thioglykolsdure oder eines ihrer Salze, Natriumthiosulfat, Natriumhydrogensulfit, Natriumpyrosulfit,
Natriumsulfit, Thiolactinsaure, Dithiothreitol, Glutathion oder cin mildes schwefliges Reduktionsmittel mit einer
Sulfhydrylgruppe, wie eine C, —C;-Thioalkanséure. Beispiele der erfindungsgemi8 verwendbaren Antioxida-
tionsmittel sind Erythorbinséure, Dibutylhydroxytoluol, Butylhydroxyanisol, dl-a-Tocopherol, Tocopherolace-
tat, L-Ascorbinsiure oder eines ihrer Salze, L-Ascorbinsaurepalmitat, L-Ascorbinsiurestearat, Triamylgallat,
Propylgallat oder Chelatkomplexbildner, wie Dinatriumathylendiamintetraacetat (EDTA), Natriumpyro-
phosphat oder Natriummetaphosphat.

Die vorstehend aufgefithrten Aminoséuren, schwefligen Reduktionsmittel und Antioxidationsmittel oder ihre
Gemische werden vorzugsweise in einer Menge von 1 bis 10 000 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil G-CSF
verwendet.

Ferner kann bei der Herstellung des stabilisiertes G-CSF enthaltenden Arzneimittels in einer geeigneten
Dosierung mindestens ein Verdinnungsmittel, eine AufschluBhilfe, ein isotonisches Mittel, ein Excipiens, ein
pH-Modifikationsmittel, ein Beruhigungsmittel oder ein Puffer zugesetzt werden.

Das stabilisierte G-CSF enthaltende Arzneimittel kann entweder zur oralen oder zur parenteralen Verabfol-
gung, beispielsweise durch verschiedenartige Injektion, formulicrt werden. Je nach Verabfolgungsart wird das
Arzneimittel in unterschiedlichen Dosierungsformen verwendet. Typische Dosierungsformen sind zur oralen
Verabfolgung vorgesehenen, beispielsweise als Tabletten, Pillen, Kapseln, Granulat oder Suspensionen; haupt-
sdchlich zur intravendsen, intramuskularen, subkutanen oder intrakutanen Injektion vorgesehene Losungen,
Suspensionen oder gefriergetrocknete Priparate; und dic zur transmucosalen Verabfolgung vorgesehenen
Dosierungsformen wie Rektalzipfchen, Nasenmittel oder Vaginalziipichen.

ErfindungsgeméB wird dem G-CSF enthaltendem Arzncimiticl mindestens ein grenzfiichenaktives Mittel,
Saccharid, Protein oder eine hochmolekulare Verbindung zugesetzt, um zu verhindern, daB das G-CSF von der
Wandung seines GefaBes oder von der einer Spritzc adsorbicrt wird und um zu gewahrleisten, daB es gleichzei-
tig langzeitstabilisiert wird. .

Der genaue Mechanismus, durch den die vorstehend genannten Substanzen das G-CSF stabilisieren oder
dessen Adsorption verhindern, ist bis jetzt noch nicht aufgeklirt worden. In Gegenwart eines grenzflachenakii-
ven Mittels konnte die Oberfliche des hydrophoben G-CSF-Proteins mit dem grenzflichenaktiven Mittel
bedeckt sein. Dadurch wird das G-CSF gelést. Somit wird das nur in Spuren vorhandene G-CSF wirkungsvoll
vor der Adsorption an die Wand seines Behiltnisses oder cincr Spritze geschiitzt. Ein Saccharid oder eine
hochmolekulare Verbindung kénnte eine hydratisierte Schicht zwischen G-CSF und der adsorbierenden Ober-
fliche der Wandung des Behaltnisses oder der Spritze bilden. Auch dadurch wird die Adsorption des G-CSF
wirkungsvoll verhindert. Ein Protein kénnte mit G-CSF um dic Adsorption an die Wandung des Behiltnisses
oder der Spritze kompetieren. Dadurch wiirde die Adsorption von G-CSF wirkungsvoll gehemmt werden.

Die vorstehend genannten Stoffe verhindern nicht nur dic Adsorption des G-CSF sondern sie unterstiltzen
auch die Verhinderung der Polymerisation der G-CSF-Molckiile. In Gegenwart eines grenzflichenaktiven
Mittels, Saccharids, Proteins oder einer hochmolekularen Verbindung sind die einzelnen G-CSF-Molekiile in
diesen Stoffen dispergiert. Dadurch wird die Wechselwirkung zwischen den G-CSF-Molekiilen ausreichend
vermindert. Dies {Uhrt zu einer ausreichenden Herabsetzung der Wahrscheinlichkeit der Bildung von Verbin-
dungen oder der Polymerisation. Zusitzlich verzdgern diese Substanzen die Autooxidation des G-CSF, die bei
hohen Temperaturen oder Lufifeuchtigkeiten gesteigert wird. AuBerdem verhindern sie eine Bildung von
Verbindungen zwischen den G-CSF-Molekiilen oder ihrer Polymerisation infolge der Autooxidation. Diese
Wirkung auf die Verzbégerung der Autooxidation von G-CSF oder der Verhinderung Verbindungen oder
Polymerisate zu bilden, |28t sich weiter durch dic Zugabe ciner Aminosiiure, cines schwefligen Reduktionsmit-
tels oder eines Antioxidants steigern.

Die vorstehend beschriebenen Probleme lassen sich besonders bei Injektionsidsungen und Suspensionen
bemerken, treten aber auch bei der Formulierung von G-CSF zu anderen Dosicrungsformen, beispielsweise zu
Tabletten, auf. Die Zugabe von grenzflichenaktiven Mitteln, Sacchariden, Protcinen oder hochmolekularen
Verbindungen ist aber auch im letztgenannten Fall wirksam.
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Durch die Zugabe mindestens cines grenz{lichenaktiven Mittels, Saccharids, Proteins oder einer hochmoleku-
laren Verbindung wird G-CSF stark stabilisiert und erhilt scine Aktivitit Gber lange Zeitspannen. Dies wird in

“den nachstehenden Beispiclen erldutert. Zur Erzielung der beschriebenen Ergebnisse ist die Wahl der Menge

jeder dieser Substanzen und insbesondere dic Auswahl der unteren Grenzmenge kKritisch. Die folgenden Men-
genbereiche werden bevorzugt: 1 bis 10 000 Gewichtsteile grenzilichenaktives Mittel, 1 bis 10 000 Gewichtsteile
Saccharid, 1 bis 20 000 Gewichtsteile Protein und 1 bis 20 000 Gewichtsteile hochmolekulare Verbindung pro
Gewichtsanteil G-CSF. . '

ErfindungsgemiB wird ein grenzflachenaktives Mittel, Saccharid, Protein und/oder eine hochmolekulare
Verbindung in einer speziellen Konzentration verwendet. Dadurch wird nicht nur die Adsorption des G-CSF an
die Wandung seines Behiltnisses oder der Spritze wirksam verhindert, sondern auch die Stabilitat des G-CSF im
erfindungsgemaBen Arzneimittel crhdht Im Ergebnis wird es moglich, die Verabfolgung einer geringen aber
sehr genauen G-CSF-Dosis an Paticenten zu gewahricisten. Da G-CSF teuer ist, verringert seine wirtschaftliche
Verwendung die Herstellungskosten for G-CSF cnthaltende Arzncimitiel.

In den nachstchend beschriebencn Beispiclen wird die G-CSF-Restaktivitat mit Hilfe einer der folgenden

Methoden bestimmt:

(2) Weichagarmethode mit Miuseknochenmarkzellen

04 ml Plerdeserum, 0,1 ml Probe, 0,1 ml Suspension ciner Miuseknochenmarkszelle, beispielsweise C3H/He
(weiblich), mit 0,5 bis 1 x 10° nucleiren Zellen und 04 ml modifiziertes McCoy's 5A Kulturmedium enthaliend
0.75% Agar werden vermischt. Das-Gemisch wird in cine Plastik-Gewebekulturschale mit einem Durchmesser
von 35 mm gegossen. Das erstarrte Gemisch wird 5 Tage bei 37°C in ciner Atmosphire aus 5% CO; und 95%

“ Luft bei 100% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Danach wird die Anzahl der sich bildenden Kolonien bestimmt. Eine .

Kolonie muB dabei mindestens 50 Zellen aufweisen. Daraus wird die Aktivitat berechnet ‘Es wird davon
ausgegangen, daB eine Einheit zur Ausbildung einer Kolonie fiihrt. )

Das im Verfahren (a) verwendete modifizierie McCoy’s 5A K ulturmedium wird zweifach konzentriert herge-
stellt durch Auflésen von 12 g McCoy's 5A Kulturmedium (Gibco), 2,55 g MEM Aminosdure-Vitamin-Medium
(Nissui Seiyaku Co, Ltd), 2.18 ¢ Natriumbicarbonat und von 50 000 Einheiten Kaliumpenicillin G zweimal in
500 ml destilliertem Wasser und nachlolgender Sterilfiltrierung durch ein Milliporefilter (0,22 um).

(b) Revers-Phasen-Hochlcistungs-Flissigkeitschromatographie

Unter Hen_folgendcn Gradientenbedingungen wurde die G-CSF-Restaktivitét (injiziert in einer 1jg entspre-

' chenden Menge) mit eincr Reverse-Phasen C8-Saule (4,6 mm x 300 mm, 5 pm) und einem Gemisch aus n-Pro-

panol/Trifluoressigsaure als mobiler Phase bestimmt:

~ Zeit Losungsmillel Lasungsmittel " Gradient
(Sek.) - {A) : (B)
0 100% 0% 1.
) f linear
15 0% 100%
} linear

25 100% 0%

Lésungsmittel (A): : .
30% n-Propanol und 0,1% Trifluoressigsiiure
Losungsmiltel (B):
60% n-Propanol und 0,1% Trilluoressigsiiure.

Der Nachweis wurde bei einer Wellenlinge von 210 mm durchgefdhrt und die G-CSF-Restaktivitat wurde mit
der folgenden Formel berechnet:

die G-CSF-Restmenge nach ciner vorgegebenen Zeit
SPTIITYT X 100
dic G-CSF-Ausgangsmenge

G-CSF-Restaktivitit (%) =

Die nach diesem Verfahren bestimmic G;CSF-Reslmcnge korreliert sehr gut mit den Ergebnissen der
Messung nach dem Weichagar-Verfahren (a), bei dem Mauseknochenmarkzellen verwendet wurden.
Die Beispiele erlautern die Erfindung.

Beispiel |

5 pg G-CSF werden mit einem der in Tabelle | aulgefiihrien Stabilisierungsmittel versetzt. Das Gemisch wird
steril in einer 20 mM Pufferlésung (enthalicnd 100 mM Natriumchlorid: pH 7.4) geldst. Es wird ein Arzneimittel
mit 5 pg G-CSF pro ml erhalten, das anschlicBend gefricrgetrocknet wird. Dic Aktivitatsénderung von G-CSFin
Abhingigkeit von der Zeit wird durch das Verlahren (a) gemessen. Dic MeDBergebnisse sind in Tabelle |
zusammengefaBt Der in der Tabelie verwendete Ausdruck "Aktivitit (%)" kennzeichnet die G-CSF-Restaktivi-
(&1 im Verhiltnis zur Ausgangscinheit und wird durch dic folgende Formel definiert:

6
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Aktivitiilscinhcit nuch Verstreichen ciner vorgegebhenen Zeilspunne x 100
Ausgangsaklivitiitscinheit

Aktivitiit (%) =

Die Gefriertrocknung wurde wie folét durchgefihrt:
Die ein Stabilisierungsmittel enthaltende G-CSF-Lésung wird in cine sterile mit Suifa behandelte Glasampulle

iiberfihrt, 4 Stunden bei mindestens —50°C eingefroren, und einer ersten Trocknung durch Erwarmen von
—40°C auf 0°C wihrend 48 Stunden und gleichzeitigem Ansticg des Druckes von 0,03 auf 0,1 Torr unterzogen.
Der zweite Trocknungsvorgang wird durch Erwarmen von 0°C auf 20°C wihrend 12 Swnden unter gleichzeiti-
gem Druckanstieg von 0,03 auf 0,08 Torr durchgefihrt. Danach wird der lnnenraum der Ampulle mit sterilem,
getrocknetem Stickstoffgas gefGllt, um atmosphirischen Druck zu erreichen. Sodann wird die Ampulle mit
einem Gelriertrocknungsgummistopsel verschlossen und mit einem Aluminiumdeckel versiegelt

Tabelle |
Stabilisierungsmitiel Menge Aktivitit (%)
(Gewichtsanicil) nach bmonatiger nach 18monatiger
Lagerungbei4*C  Lagerung bei37°C

Xylit . - 10,000 92 86
Mannit v 10,000 9] 85
Glucuronsaure . 10,000 86 82
Hyaluronsdure 2,000 92 89
Dextran (MW 40 000) 2,000 95 90
Heparin 5,000 85 80
Chitosan 2,000 93 : 91
Algininsdure ) 2,000 90 90
menschl Serumalbumin 1,000 : 98 99
menschl. Serumglobulin 1,000 98 95
sdurebehandelte Gelatine 2,000 97 95
“alkalibehandelte Gelatine 1,000 99 96
-Kollagen 2,000 95 90
Polyéthylenglykol (MW 4000) 10,000 T 94 90
Hydroxypropylceliulose 1,000 98 94
Natriumcarboxymethylcellulose 1,000 88 80
Hydroxymethylcellulose 5,000 92 90
Polyvinylalkohol (MW 50 000) 2,000 96 95
Polyvinylpyrrolidon (MW 50 000) 2,000 95 94
menschl. Serumalbumin 2,000 '

Mannit 2,000 100 97
Cystein 100

menschl. Serumalbumin 2,000

Polyoxyéthylensorbitanmonolaureat 100 ) 99 96
Mannit 2,000

menschl. Serumalbumin 12,000

Hydroxypropylcellulose 500 98 92
Dextran (MW 40 000) 2,000

Polyoxyathylensorbitanmonolaureat 100

98 96

Sorbit 2,000

polyoxyithyliertes gehartetes Rizinusd} 100

94 92

Dextran (MW 40 000) 2,000

ohne Zusatz - 74 58

Beispicl 2

10 ug G-CSF werden mit einem der in Tabelle 11 aufgeflihricn Stabilisicrungsmittel versetzt. Das Gemisch
wird steril in einer 20 mM Phosphatpufferlésung {(enthalicnd 100 mM Natriumchlorid: pH 7.4 gelost. Es wird ein
Arzneimittel enthaltend 10 ug G-CSF pro ml erhalten. Das Mittel wird steril in sulfatbehandelte Glasampullen
gefiillt, die versiegelt wurden. Dic Aktivitdtsveranderung von GG-CSFin Abhingigkeit von der Zeit, in der in den
Ampullen enthzltenden Losung wird nach dem bereits in Beispicl 1 angewendeten Verfahren gemessen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 11 zusammengcfaBt.
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Tabelle 1
Stabilisierungsmittel Menge Aktivitdt (%)
(Gewichtsanteile) nach 71agiger nach2monatiger  nach Imonatiger
Lagerungbei4°C  Lagerung bei4°C  Lagerung bei
Raumtemperatur
Mannit 5,000 91 87 82
Hyaluronsiure 2,000 93 ' . 87 70
Dextran (MW 40 000) 2,000 96 95 85
Glycerin 10,000 90 90 88
Neuraminsaure 5,000 93 91 : 84
Chitin 2,000 95 92 86
Dextrin 2,000 90 92 87
menschl. Serumalbumin 1,000 99 95 92
menschl. Serumglobulin 1,000 98 94 90
saurebehandelte Gelatine 2,000 T 97 96 87
alkalibehandelie Gelatine 500 99 95 92
"Kollagen ' 2,000 . 99 : 94 88
Polyithylenglykol 10,000 94 89, .90
(MW 4000) . o
Hydroxypropylcellulose 2,000 98 95 ) 92
~ Natriumcarboxymethyl- 2,000 92 Nn 80
" cellulose :
Hydroxyathylcellulose . 4,000 92 94 90
Polyvinylalkohol 4,000 7 93 90
(MW 50 000) . '
Palyvinylpyrrolidon : 4,000 95 95 92
(MW 50 000)
Sorbitanmonolaureat 400 97 . 96 . 95
Polyoxyithylensorbitan- 400 100 9% - - 94
‘monolaureat :
Polyoxyithylensorbitan- 400 98 97 94
monostearat . .
‘Polyoxyéthylen- 400 100 94 93
_ polyoxypropylenglykolather . i
" polyxcyithyliertes 400 - 99 98 90
gehirtetes Rizinus6l : _
Natriumiaurylsulfat 2,000 97 93 . 87
Lecithin 2,000 97 ; 94 90
menschl. Serumalbumin 2,000 )
Mannit . 2,000 100 99 97
Cystein " 100 s
menschl. Serumalbumin 2,000
Polyoxyithylensorbitan- 100 99 97 . 95
monolaureat
Mannit 2,000
menschl. Serumalbumin 1,000-
Hydroxypropylcellulose 500 99 97 95
Dextran (MW 40 000) 2,000 ‘
Polyoxyathylensorbitan- 100
monopalmitat
_ 96 96 .93
Sorbit 2,000
Polyoxyithylen-gehértetes 100
Rizinusél :
o 95 92 92
Dextran (MW 40 000) 2,000 :
ohne Zusatz . - 72 61 47
Beispiel 3

10 pg G-CSF werden mit einem der in Tabelle Ill aufgefiihrien Stabilisierungsmittel versetzt Das Gemisch
wird in einer 20 mM Phosphatpufferlésung (enthaltend 100 mM Natriumchlorid vom pH 7.4) steril gelost und es
wird ein Arzneimitiel enthaltend 10 pug G-CSF/ml erhalten. 1 mi des Mittels wird in eine sulfabehandelte,
silikonbeschichtete Glasampulle fiberfithri und bei 4°C aufbewahrt. Die Wirkung der Stabilisierungsmittel bei
der Veranderung der G-CSF-Adsorption wird durch Messung der G-CSF-Restaktivitét in der Losung nech05,2
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und 24 Stunden ausgewertet. Die Messung wird nach dem Verfahren {b) mit Reversephasen-Hochleis(ungs-Flﬁs-
sigkeits-Chromatographie durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 111 zusammengelalt. ‘

Tabelle 111

Stabilisierungsmittel Menge Restaktivitit (%)

(Gewichtss 0 h 0.5h 2h 24 h

anleile)
Mannit 5,000 100 93 90 91
Hyalursiure . 2,000 100 97 92 92
Dextran (MW 40 000) ' 2,000 100 98 95 96
Glycerin I 10000 100 94 91 90
Heparin . 2000 100 92 90 90
Glucuronsiure 5,000 100 96 90 91
Ketoglykolsiiure 5,000 100 92 88 90
menschl. Serumalbumin . . 1,000 100 100 101 99
menschl. Serumglobulin 1,000 100 98 100 98
alkalibehandelte Gelatine . 500 100 99 98 99
Sdurebehandelte Gelatine 2,000 100 99 97 97
Kollagen 2,000 100 100 98 99
Polyithylenglykol (MW 4000) 10,000 100 100 100 99
Hydroxypropylcelulose 2,000 100 100 100 99
Natriumcarboxymethylcellulose : 2,000 100 98 96 95
Hydroxyithyicellulose 4,000 100 96 93 92
Polyvinylalkohol (MW 50 000) 4,000 100 , 99 100 - 98
Polyvinylpyrrolidon (MW 50 000) 4,000 100 98 98 96
Sorbitanmonocaprylat ’ 400 100 100 100 98
Polyoxyithylensorbitanmonostearat 400 100 100 98 100
Polyoxyiithyliertes gehiirtetes Rizinusol. 400 100 99 101 99
Natriumlaurylsulfat - 2,000 100 100 99 97
Lecithin = ‘ 2,000 100 99 100 98
menschl. Serumalbumin 2,000
Mannit ) 2,000 100 100 100 101
Cystein 100
menschl. Serumalbumin 2,000
Polyoxyithylensorbitanmonolaureat 100 100 100 98 99
Mannit 2,000
menschl. Serumalbumin 1,000 .
Hydroxyprapyicellulose SO0 100 101 99 100
Dextran (MW 40 000) 2,000
Polyoxyéilhylensorbilanmonolaureat 100

100 100 99 99
Sorbit 2,000
polyoxyithyliertes gehiirtetes Rizinusél 100 .
100 100 98 97

Dextran (MW 40 000) 2,000
ohne Zusatz : - 100 91 12 73
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